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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞は治療抵抗性と言われ、既存の抗がん剤や放射線治療が効きにくいと言われている
。今回エピジェネティクスを標的とした分子標的薬剤であるヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（Histone Deacetylase 
Inhibitor; HDACi）が癌幹細胞形質へどのように作用するか検討した。HDACiは頭頸部扁平上皮癌細胞に対して細胞傷
害性やアポトーシス誘導を示すのみならず、癌幹細胞マーカーの発現抑制、幹細胞関連遺伝子の発現抑制、EMTの抑制
といった作用を示した。また、抗がん剤との併用によって相乗効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Evidence has accumulated indicating that cancer stem cells (CSCs) are responsible 
for the treatment resistance. Therefore, the development of novel therapeutic strategies to overcome treat
ment resistance of CSCs is needed. To explore the possibility of targeting epigenetics changes for treatme
nt against CSCs, the effects of two histone deacetylase inhibitors (HDACi), suberoylanilide hydroxamic aci
d (SAHA) and trichostatin A (TSA), on CD44+ cancer stem-like cell lines were investigated. The expression 
of CSC markers was decreased by HDACi treatment. In addition, HDACi decreased mRNA expression levels of st
emness-related genes and suppressed the epithelial-mesencymal transition phenotype of CSCs. The combinatio
n of HDACi and chemotherapeutic agents had a synergistic effects on tumor cell lines.
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞仮説が数十年以上前に提唱されて以

来、近年の幹細胞生物学や細胞工学の発達に

より癌の臨床検体あるいは細胞株から癌幹細

胞(Cancer stem cell:CSC)が同定され、その

機能解析が進んできた。これまでに頭頸部癌

扁平上皮癌についてもCD44, CD133,ALDH-1な

どをマーカーとして CSC の同定や細胞学的機

能解析が行われ、他癌腫と同様に CSC の悪性

度が非常に高いことが示されている。 

この悪性度が高く、治療抵抗性に関与してい

る CSC を標的とした治療戦略となる候補分子

として①自己複製因子、②薬剤耐性機構、③

エピジェネティクス制御異常、④分化促進な

どに関わる分子が挙げられる。 

エピジェネティックな遺伝子発現制御とは、

DNA 塩基配列の変化を伴わず DNA への後天的

な作用により遺伝子発現が制御されることに

起因する形質変異であり、エピジェネティッ

クな転写制御機構が癌関連遺伝子の発現制御

に関与していることが認識され、その分子機

構が解明されてきている。アセチル化された

ヒストンは、凝集したクロマチン構造をほど

き、種々の分子が DNA に接近できるようにな

るため、転写を活性化する。アセチル化は、

ヒストンアセチル化酵素(HAT) によるアセチ

ル化と、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)に

よる脱アセチル化のバランスにより制御され

ている。しかしながら癌細胞の多くではこの

バランスが崩れていることにより増殖促進・

分化阻害・アポトーシス抑制・細胞接着異常・

血管新生・転移といった機能を獲得する。一

方、エピジェネティクスは幹細胞分化を制御

する重要なシステムでもあり、幹細胞の自己

複製制御や分化・生死に関わるエピジェネテ

ィックな遺伝子発現制御機構の破綻が癌幹細

胞への形質変異に大きく関与していると思わ

れる。このような背景を基に、CSC に対する

治療戦略として、エピジェネティックスに着

目した。 

 

２．研究の目的 
 癌におけるエピジェネティクス制御異常

の解除を目指した治療の一つとしてヒスト

ンアセチル化酵素阻害剤（HDAC inhibitor: 

HDACi）が存在する。ヒトには 18 の HDAC が

同定されており、転写調節に関係する多くの

タンパク質と複合体を形成している。これを

阻害することにより多くの遺伝子発現が変

化する。 これまでに報告されている HDACi

は短鎖脂肪酸、ヒドロキサム酸、エポキシケ

トン、環状ペプチド、ベンスアミドの 5つの

グループに大きく分類される。この HDACi は

従来の抗がん剤とは全く異なる作用機序を

有しており、癌細胞内で引き起こされた転写

の異常抑制状態を正常な転写機能を再構築

させることが期待できる。その抗腫瘍メカニ

ズムとしては、細胞周期停止、アポトーシス

経路の活性化、抗血管新生、分化誘導などが

わかっている。今回の研究ではこの HDACi が

CSC に対して抗腫瘍効果を示すのか、そして

どのようなメカニズムが作用するのかにつ

いて検討する。 

 

３．研究の方法 

これまでに頭頸部扁平上皮癌の癌幹細胞

の機能解析での研究において、頭頸部癌扁平

上皮癌株を無血清培地下にEGF+FGFのサイト

カインを加え培養することにより癌幹細胞

のマーカーの一つである CD44+細胞の比率が

高くなることがわかっている。この培養系を

用いて研究を進めた。 

HDACiとしては、suberoylanilide hydroxamic 

acid: SAHA と trichostatin A: TSA の 2 種類

を使用した。この２つの薬剤を選択した理由

はその作用機序の解析が比較的すすんでい

ることに加え、SAHA に関しては実際に FDA が

癌の治療薬として承認しており、将来の臨床

試験へ移行できる可能性が高いと思われた

からである。HSC-2 と KUMA-1 という２つの頭

頸部扁平上皮癌の細胞株は、EGF+FGF 添加無



血清培地にて培養することにより CD44+細胞

の比率が増加することを確認した。この細胞

株に対して SAHA と TSA を作用させて以下の

項目について検討した。 

（１）細胞増殖能；MTS assay, Flow Cytometry 

（２）細胞周期の変化：Flow Cytometry 

（３）Sphere formation assay 

（４）がん幹細胞マーカーの変化：Flow 

Cytometry, Immunoblotting, real time 

qRT-PCR 

（５）幹細胞関連遺伝子発現：real time 

qRT-PCR 

（６）EMT 関連分子の変化：Immunoblotting 

（７）抗がん剤との併用効果：Isobologram 

analysis 

 

４．研究成果 

（１）細胞増殖能 

HSC-2とKUMA-1は両者ともHDACiによって細

胞増殖能が用量依存性に抑制された。 

SAHA の IC50 は HSC-2, 12.1M, KUMA-1, 

7.1Mであった。TSAの IC50は HSC-2, 1.9 M, 

KUMA-1, 1.4 M であった。 

また、HDACi を作用させることにより、アポ

トーシスを起こす細胞の比率が上昇した。 

（２）細胞周期の変化 

HDACi によって HSC-2, KUMA-1 とも G2/M 期の

比率が増加した。また KUMA-1 においては、

G0/G1 期の細胞の比率も増加した。 

以上より、これまでの報告と同様に HDACi は

癌細胞株に作用して細胞増殖の抑制、アポト

ーシスの誘導、そして細胞周期の停止の作用

を示すことが確認された。 

（３）Sphere formation assay 

HDACi を作用させることにより、両細胞株と

も有意に sphere formation の数が低下した。 

（４）癌幹細胞マーカーの変化 

HDACi の作用による CSC のマーカーである

CD44, ABCG2 の発現変化を Flow Cytometory

にて検討したところ、これらのマーカーの発

現低下が認められた。また Immunoblotting

及び real time qRT-PCR によっても発現の低

下が確認できた。 

（５）幹細胞関連遺伝子発現 

BMI1, Notch, Nanog, Oct-4 といった幹細胞

関連遺伝子の発現変化をみたところ、HDACi

によっていずれの遺伝子発現も低下を示し

た。 

（６）上皮間葉移行関連分子の変化 

上皮間葉移行関連分子である E-cadherin は

HDACi を作用させることによりその発現が増

強した。また上皮間葉移行を誘導する TGF-

の遺伝子発現は低下したことより、上皮間葉

移行が抑制される結果であった。 

（７）抗がん剤との併用効果 

頭頸部扁平上皮癌に対して臨床で使用され

る２種類の抗癌剤、CDDP と Docetaxel との併

用効果について検討したところ、HDACi とこ

れら抗がん剤は相乗効果を示す結果であっ

た。 
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